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著者 は , 表皮 ブ ドウ球菌(ぶ比ゆんッJo c occ 祝∫ 坤fdgr′柁f ゐ, 5. 坤fdg r mよdf∫) 感染症 を併発 した 後 , 転 移病巣が 消失 した
Ewing 肉腫の 1症例を経験 した . そ れ 故, そ の 患者か ら分離 した ぶ. 坤fdgr〝ZJ ゐ 菌株の 担癌 マ ウ ス に 対す る抗腫瘍活性お よび
培養細胞 に 対す る細胞増殖抑制活性を , サ ル コ ー マ ー 180(Sarc o m a1 80, S-1 80), マ ウ ス 骨 肉腫 (mouse o ste oge nic s ar c o m a
P O S-1, P O S-1), ヒ ト骨 肉腫(hu m a n o ste oge nic sa rco m aTaka s e, O S T) 細胞を用 い た検討 した . S. epider midis 菌株 の 菌体
をBr a u nの 細胞破砕器に よ り破砕 し∴嵐心 に よ り粗細胞壁成分(cr ude c e11w all, C C W)お よび 菌体内容物(c e11e xtr act, C E)
に 分画 L, 前者 に 対 し更に 核酸分解酵素処理を行 い , 部分精製細胞壁成分(pa rtially pu rified c ellw all, P C W)を 作製 した . 抗
腫瘍活性を , 菌 体成分投与群 マ ウス の 対象群 マ ウ ス に 対す る腫瘍重量比で評価 した 時 , S-1 80細胞 に 対 して は C C W と C E,
P O S-1 細胞に 対 しては C E が明らか な 抗腫瘍効果を示 した が , O S T細胞 に は い ず れ の 標 品も抗腫瘍効果を 示 さな か っ た . 病
理 組織学的所見上 , CE を投与 した マ ウ ス の 腫瘍部 に 明 ら か な リ ン パ 球 の 浸 潤 は 認め られ ず , 対 照群 と 差異 は な か っ た .
S-180細胞に対す る増殖抑制活性は , CE 添加後培養 1 , 2 , 3 日目 に 給紙胞数 と生細胞数を ト リ バ ン プル ー 色素排除能 テ ス ト
を 用 い て 検討 した . C E は S-180細胞に対 して , 濃度依存性 に 細胞増殖抑制活性を 示 し, 2.7m g蛋白/mlの 時細胞 の 増殖 は完
全 に 抑制 された . 相対生細胞数ほ C E濃度の 増加 と共 に 減少 し , 5.4mg蛋白/mlの 時, 培養 3 日目 に は3.7%を 示 した に す ぎな
か っ た . P O S-1, O S T細胞に対 して は , =エ ロ ニ ー 形成 ア ッ セ イ 法 に て 検討 した . CE は P O S-1 細胞に 対 して の み増殖抑制活性
を示 した . そ の 作用は 濃度依存性か つ 時間依存性 で あ り, 0.2m g蛋白/ml の 濃度 で 4 日間培養 した 時 , コ ロ ニ ー の 形成 は ほ と
ん ど完全 に 抑制 され た . 3H サ ミ ジ ン の 細胞 へ の 取 り阻 み の 減少ほ , 細胞 へ の C E添加数時間後か ら見 られ , 4 日間の 培養期間
中継続 した . CE に よ る 8H- チ ミ ジ ン の 取 り込 み の 減少も濃度依存性であ り, C E濃度0.2m g蛋白/ml の 時, 培養 6時間後 の 相
対3H サ ミ ジ ン 取 り込み量 は0･46に すぎな か っ た . こ れ らの こ と か ら D N A合成阻害 が C Eの 抗腫瘍活性に重要な役割を演 じて
い る こ と が示 唆 された . C Eの 核酸抽出成分 , 加熱処理 お よび トリ プ シ ン 処理 C E に は細胞増殖抑制活性 は認 め な か っ た .
ス ー パ ー ロ ー ス ー6カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に て 検討 した と こ ろ , 分子量20,000～ 300, 00の 分雨中 に 細胞増殖抑制物質 の 存
在を認 め た . 以上 の 結果か ら, 5 . ゆfdβr〝1fdi∫ の C E中に は 直接的抗腫瘍活性を有す る蛋白性物質が存在する事 を示 唆 した .
Key w ords antトtu m or a ctivity, S ar C Om a C ells, Staphyloco c c us epide r midis
丹毒を 合併 した 肉腫患者 で 特に 腫瘍 の 縮小や消失が認め られ
た
l) こ と か ら , ぶわマ卯 O C O CC祝∫♪ツOge 乃e ∫rぶれ ♪ツOgg 乃g ∫ノ の 抗腫
瘍活性 に つ い て種 々 研 究が な され 一 本菌製剤 が臨床応用 され る
に 至 っ て い る2). ぶ妙 . ♪ツOgβ乃g∫に 関する研究が契機 とな り , 他
の 細 菌 に つ い て も 抗腫瘍活性 が 検討 さ れ 〟 ッcoわαCferJ祝 m
♭otノr∫. Pro♪よ071fあαC紬 rf祝 刑 αC乃e ∫等が 抗腫瘍活性 を有 して い る
事が報告 され て い る拙 . こ れ ら細 菌由来の 抗腫瘍偏性物質 の 多
く は宿主介在性に作用を発揮す るも の で あ り, そ の 多く は細胞
表層部 に 局在 して い る こ と が 明らか に され て い る5) . グ ラ ム 陽
性菌で ほ細胞壁成分 で あるリ ボ タ イ コ 酸お よ び ペ プ チ ドグ リ カ
ソ が 抗腫瘍活性を担 っ て い る と考 え られて い る . これ らの 細胞
壁成分は広範な生物学的作用を有す る事が明 らか に な っ てきて
お り , 生体 に 対す る作用 と して は体液性お よび細胞性免疫 を強
化す る作用 が知 られ て い る
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.
こ の よ うな微生物 に よ る抗腰瘍作用 の 報告が多く な され て い
Abbre viations: C C W, Crude c ellw all; CE, C ell
る が , 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 (ぶ£〔ゆん〆oc o c c祝∫ 坤fde r mよ血 , 5.
epider midis) に 関す る研究ほ 少な い 即) . O hshim a ら7)は I S.
ゆ 抜 椚 祓 損 中 の 細胞表面物質の 抗腫瘍活性を サ ル コ ー マ し1
細胞 を用 い た 動物実験 に よ り検討 し, 細胞表面物質が肺の 腫瘍
コ ロ ニ
ー 数を 減少 さ せ る こ と を 見い 出 した . そ の 作用 機序と し
て , 免疫系 を介 した 生物応答修飾作 用 が考 え られ て い る .
著者ら は , 原発巣手術部に 5. 坤idgr〝乙fdi∫ 感染症を併発 した
後 , 転移病巣が消失 し長期生存 してJい る Ewing 肉腫 の 1 例 を
経験 した
8)
. こ の こ とほ , ぶ. 坤fdg r 椚fdf∫ 感染症に 由来 した 抗腫
瘍活性 の 可能性 を示 唆 した . こ の 事実に 基づ き , 著者 は本研究
に お い て 且 や`fder midf∫ の 抗腫瘍活性 を検討 した .
材料お よび方法
Ⅰ . 且 坤‡dgr〝i df∫ 菌体か らの 各種成分の調整
1 . 使用菌株 お よ び培養法
extract ;CIA A, Chlorofor m-is o a mylalc ohol mixtu r e; CS S,
C ellsu rfac e s ubstan c e; O S T細胞 , hu m a n osteoge nic sar com aTakas e c ells; P B S, phosphate -buffered s alin e;
P C W, partially purified c ellw all;P O S-1 細胞 ,m OuS e O SteOge nic sa r c o m aP O SpI c ells;S-180細胞 , Sarco ma
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上述の Ewing 肉腫患者
8)か ら分離 した ぶ■ 密 通 椚 血 抗 菌株を
実験に使用 した ･
斜面培地で 保存 して あ る本菌株を寒天培地に 移植 し, 37 ℃ で
24時間培養後 , 1白金耳 を ト リ プ テ ィ ッ ク ー ソ イ ･ ブ ロ ー ス
(Difco, Detroit, U S A)1 0ml に移植 し, 37 ℃･ 24時間培養 した ･
それを さ らに ト リ ブ テ ィ ッ ク ･ ソイ ･ ブ ロ ー ス 5,000mI に移植
し, 37 ℃t 24時間据拝培養 した .
2 . 菌体成分の 分量
菌体の 破壊 ･ 分離方法 は , 小谷ら
9 トIl)の グ ラ ム 陽性細菌 の 分
離方法に 準 じて 行 っ た . 先に 得 られ た 培養液5,000 血 を, 4 ℃
に て 8,000× g で15分間遠心す る こ と に よ り菌体を集 め た . 集
めた菌体に 5倍容量の 蒸魔水を加え , 撹押 して 再浮遊 させ て か
ら10,000× gで30分間遠心 した . 上清 液を捨 て て 沈鐘を蒸留水
に再浮遊 して遠心 する 洗浄操作を計1 0回線 り返 した の ち , 最終
の遠心 沈法を - 20 ℃で凍結保存 した . 凍結 菌体 を 4 ℃で 一 夜放
置し融解さ せ た 後 , 蒸留水を加えて 全量を湿菌重畳 の 4倍容量
と し, 4 ℃ で
一 夜捜押 して で きる限 り均質な浮遊液 と した . 均
質化 した 菌浮遊液 の 20ml を 75ml容量の 振返用瓶(B. Br a u n,
Melsu nge n, F R G)に 入 れ , 直径0.10～ 0.11m m の ガ ラ ス ビ ー ズ
を 30g 加 え, ガ ラ ス 栓を し , 付属 の ゴ ム バ ン ドを か け , グ リ ー
ス を つ け 密栓 した瓶を 濃拝 し 仁 炭酸 ガ ス 噴霧下 で ブ ラ ウ ン ･ セ
ル ･ ホ モ ジナ イ ザ ー (Bra u n c ell ho m oge nis er)(B. Bra u n) で ,
4,000rpm ･ 1.5分間旋転を 2回 , 計 3分間処理 した (こ の 操作
で顕微鏡視 に て 輪郭が 明瞭な菌ほ なく な っ た . ). 得 られ た 菌破
壊液と ガ ラ ス ビ ー ズ を , グ ラ ス フ ィ ル タ ー 3 G 3(ハ リ オ , 東京)
で濾過 しガ ラ ス ビ ー ズ を 除去 した . 1 0,00 0× g で3 0分間遠心
し, 沈瞳と上 清に 分離 した . 沈故に 対 し, 自己融解酵素を不 括
化す るた め , 90 ℃で15分間加熱処理 した . 蒸留 水で 洗浄 した
後, 1 0,000× g で30分間遠心 し , 沈 漆 を粗細胞壁成分(c rude
c ellw alI, C C W) と し , 凍結 乾燥 し た . 使 用時 に 凍結乾煉
C C Wを1/15 M麟酸緩衝生理食塩水(pH7. 0)(phosphate-buff-
er ed salin e, P B S) に 懸濁 した .
凍結菌体を P B Sで 溶解 し , 上 記 同様 の 操作で 得 られ た 上 清
を , 異物濾過 フ ィ ル タ ー (マ イ ク レ ス G V) (日本 ミ リ ポ ア , 山
形) で 濾過 し, 菌体内容物(c elle xtr a ct,C E) と した. CE 原液の
蛋白濃度は , 22m g 蛋白/ml で あ っ た .
遠心 洗浄 で 得 られ た C C W懸濁液 に , デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ お よび リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ (Sigm a, St. Lo uis, U S A) を
い ずれ も終末濃度が 0.01m g/ml と な る よ うに 加え , マ グネ
チ ッ ク ･ ス タ ー ラ ー で 授絆 しな が ら3 7 ℃の 温浴中 で 2時間作用
させ た . 酵素処理 後の 菌液を 4 ℃で 450× g で20分間遠心 し,
細胞壁を含 む上 清と 沈法に 分離 した . 上 清の 一 部 に つ い て グ ラ
ム 染色を 行 っ て非 破壊菌体 の 混入 が な い 事 を 確認 し た 上 ,
4,000× g で60分間遠心 して 細胞壁を沈瞳と し て 集め た . 上 清
液を 4,000× g で60分間再遠心 し, 第 1 回の 遠心 の 際 に 上 帝液
に逃 した 細胞壁 を沈澱 さ せ た . 第 1 回お よ び第 2 回 の 沈蔭 を
130皿1 の 蒸留水に 浮遊 し, 十分撹搾混和 した後 8,000× g で30
分間遠心 した . 沈蔭を 130mlの 蒸留水に 再浮遊 して 8,000× g
で30分間遠心 して 洗 う操作 を , 洗 浄液 の 波長 260nm お よ び
280n m に お け る吸 光度が低値 とな り , か つ ほぼ 一 定 の 債を 示 す
ように な る ま で 繰 り返 した . 最終の 沈瞳 を少量の蒸留水 に 浮遊
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さ せ て 凍 結乾燥 した . こ れ を 部分精製細胞壁成分 (partially
purified c el w all, P C W)と して使用 した . これ らの 菌体成分の
希釈 に ほ P B Sを 用い た .
Ⅱ . マ ウス 固形腫瘍にお ける抗腫瘍活性の測定
1 . 実験動物
実験動物は 1 5週齢の IC R系 マ ウ ス (体重22～ 25g) (日 本
チ ャ ー ル ズ ･ リ バ ー , 厚木), およ び 5週齢 の B A L B/c n u/n u
マ ウ ス (体重19～ 21g) (日 本チ ャ ー ル ズ ･ リバ ー)を 使用 した .
2 . 腫瘍細胞
マ ウ ス 腹腔内 で継代培養 して い る浮遊細胞で ある サ ル コ ー マ
180細胞(Sarco m a1 80c e11, S-1 80細胞)12)13)お よび , 培養フ ラ ス
コ 内で 継代培養 して い る 固形細胞 で ある神奈川県立 が ん セ ン
タ ー よ り供 与 さ れ た マ ウ ス 骨 肉腫細胞 (m o us e o steogenic
s ar c o m aP O S-1, P O S-1 細胞), 当教 室で樹立 し継代 して きた ヒ
11 骨 肉腫由来細胞(hu m a n o ste oge nic sar c o m aT ka s e, O S T
細胞)川 を 用い た .
3 . 担癌 マ ウ ス の 作成 およ び菌体成分の 投与法
S-1 80細胞の 移植に は IC R系 マ ウス , P O S-1細胞 , O S T細
胞 に ほ B A L B/c n u/n u マ ウ ス を使用 した . マ ウ ス の 背部皮下
に腫瘍細胞浮遊液 (S-180細胞 , 5×10
7/ml; P O S-1 細 胞 ,
1×1 06/ml; O S T細胞 , 1×1 0&/ml)0.1mlを 移植 した . 腫瘍細
胞移植後 ‥ 睦瘍長径が 5m m 以上 に な っ た 時点で , マ ウ ス 腹腔
内 に , C C W(1.Om g/ml), P C W(1.Om g/ml), C E(10.Omg蛋白
/ml), 各液 0.2ml を 1 日 1回 , 1週 間連日投与 した .
4 . 抗腫瘍活性の 判定
抗腫瘍活性 の 判定に は , S-180細胞群で は各 8 官巨, P O S-1 お
よ び O S T細胞群 で は各 4匹 の マ ウ ス を用 い , 腫瘍細胞移植後
69 日目 まで 観察 した . 但 し O S T細胞 に 関 して は136 日目 ま で 観
察 した .
1) 腫瘍重畳に よ る 判定
腫瘍細胞移植後 , 投与後 3 日 目 か ら , Battelle Colu mbu s
Labor atoriesProto c ol15)に 従 い , 即 ち1/2×(長径c m)×(短径
c m)2 で 求め た推定腫瘍重量(g)を 対照群と投与群と で比較検討
し効果判定を行 っ た . な お腫瘍重量は 3 日毎に 測定 した .
3) 生存日数に よ る判定
腫瘍細胞を移植 した目 か らの 生 存 日数に よ り抗腫瘍滴性を判
定す る場合 , 平均生存E]数( 平均値 土標準偏差 , m ea n土sta n-
da rd deviatio n[S D])の 処置群(T) と対照 群(C) との 比 , すな





S-180細胞移植実験 に お い て マ ウ ス 死亡 後に 背部皮下に 形成
され た 固形腫瘍を十分に 周囲組織 を含め て 摘出 し た . 摘出物
は , 10%ホ ル マ リ ン で 固定 し, 標本を作成 し, 常法一丁) に 従い へ
マ ト キ シ リ ソ ー エ オ ジ ン 染色を行 っ た 後, 光学顕微鏡下に 観察
した .
Ⅲ . 培養細胞 にお け る増殖抑制活性の測定
1 . 使用細胞 お よび 培養法
S-1 80, P O S-1, O S T細胞を用い た . こ れ ら の 細 胞の 培養 に
ほ , 1 0% 牛胎児血清(fetal bovin e se ru m. F B S)l(Gibc o, Ne w
York, U S A)･ 1 % ペ ニ シ リ ソ ･ ス ト レ プ ト マ イ シ ソ 液
180c ells; S. ,鋪u r e u S, Staphylo c occ u s
a ure us; S CP, StreptOCO C C al cytoto xic protein; S.
ぶねタ九ッgo c o c c 祝∫坤fdβr〝1f ゐノ ぶれ ♪ツOgg 花β∫, ぶか ゅ ね C OCC 祝∫クツOgβ柁β∫
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(Gibc o) 加R P M I1 640培地(日水製薬 , 東京)を用 い た .
2 . 細胞数の 測定 に よ る増殖抑制効果の 検定
96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト (Nu n c, ⅠIlinois, U S A) の 各 穴 に
S-1 80細胞浮遊液(4.0×10ソml)0.1ml を注入 後 , 各濃度 に調製
した C EO.1mlを 加 えた . 1 , 2 , 3 日間培養後 に 各穴 よ り
0.1ml 採取 し, 0.2% ト リ バ ン プル ー 0.1ml で 染色を行 っ た後 ,
チ エ ル ク血 球計算板(ェ ル マ , 東京)を用 い , 顕微鏡下で 総細胞
数お よ び生細胞数を測定 した .
3 . コ ロ ニ ー 形成 ア ッ セ イ法 に よ る細胞増殖抑制効果の 検討
各細胞 の 平板効率(P OS-1, 43.7タ首; O S T, 42.7%)を 考慮 に
い れ , 1 デッ シ ュ あた り上 記培養液 5ml中に PO S-1, O S T細
胞 とも400個 の 生細胞を播種 した . C Eを培養液で各濃度に 調整
した もの を加え, 1 , 2, 3, 4 , 5, 6 日間培養 した . 各培
養時間後 I P B Sで 洗浄を 行い , 新 しい 培 養液を加え , 8 ～ 12 日
間(1～ 3m m の 直径 の コ ロ ニ ー が形成 され る ま で)培養 した . 培
養は37 ℃, 7. 0% C O2 , 水蒸気飽和状態で 行 っ た . 培 養後 エ タ
ノ ー ル 固定 , ギ ム ザ 染色 を 行 い , コ ロ ニ ー 数 を 算定 した . 各
CE 処理時間群 に お け る コ ロ ニ ー 数と対照群と の 比を , 相対 コ
ロ ニ M 数 (r elativ e n u mber of c olonie s) (%)と し, 効果判定を
行 っ た .
4 . 培養細胞の D N A合成に 関する CE の 効果
P O S-1 細胞 の D N A合成 に 対す る C Eの 効果 に つ い て の
3B- チ ミ ジ ソ の 細胞内 へ の 取 り組み 実験を以下 の 如く行 っ た .
25m m2 の 鼠織培養 フ ラ ス コ 中で 培養 して い る 対数増殖期 に
ある P O S-1 細胞 に ,
1-
C- チ ミ ジ ン (東宝バ イ オ ケ ミ カ ル , 束
京)0.0 1〟 Ci/ml を 加えて 3 日 間前標識 し た . ト リ プ シ ソ
(SigⅡla) 処理 後 , 直径 25m m の カ バ ー ス リ ッ プ (三 光純薬 , 東
京) を設置 し た 直径 35m m の ベ ト リ 血 (Be cto n Dickin s o n,
Ox n ard, U S A) に 1×105 個 ず つ 播種 し , 各 濃 度 に 調整 し た
C E を添加 し, 0 , 6 , 12, 18, 24, 48, 72, 98時間後に そ れ ぞ
れ
3H- チ ミ ジ ン (東宝バ イ オ ケ ミ カ ル) 5 〃Ci/ml で30分間 パ ル
ス 標識を 行 っ た . カ バ ー ス リ ッ プを 取 り出 し, 1 00タ` メ タ ノ ー
ル で 固定 し , 5 % 過塩素酸(per chloric a cid) で洗浄後 , 70% エ
















エ ソ シ ソ チ レ ー タ ー 液 (ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン ,東京)を 各バ イ ア
ル に 5mI ず つ 分 注 し , 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー
L S C 31 00(ア ロ カ , 東京) で放射活性を測定 した . 各 カ バ ー ス
リ ッ プ に お ける a廿 チ ミ ジ ン 活性とI IC- チ ミ ジ ン 活性の 比(ユH-チ
ミ ジ ン/1 4C- チ ミ ジ ン) を 求め , 相対 aH一チ ミ ジ ン 取 り 組 み 量
(r elativ e3H-thymidin e uptake)と した . 対照群 と C E捷触群と
で比較検討 し効果判定を行 っ た .
5 . C E か らの 核酸抽出
最終濃度0. 2m g 蛋白/ml の CE に, 1/2容量の フ ェ ノ ー ル と
1/2容量 の ク ロ ロ フ ォ ル ム ･ イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル 混 合液
(chlo rofor m :iso a myl alc ohol= 2 4: 1: Chlo rofor m-is o a mylalc-
ohol mixtur e, CIA A) お よ び1/100容量の1 0% s odiu m dodecyl
sulfate(S D S)を加 え , 乳濁化する ま で 振返 し , 12,000× gで 5
分間遠心 し, 上 層 の 水様部分を採取 した . 同様 の 操作を 3 回線
り返 した後 一 同量 の フ ェ ノ ー ル お よ び CI A Aを 加え , 乳濁化す
る まで振塗 し, 12,000× g で 5分間遠心 し, 上 層の 水様部分を
採取 した . 1/1 0容量 の 5 Mの NaCl と 2倍容量 の エ タ ノ ー ル を
加え , 振 返 し , - 30 ℃ で一 夜放置 し, 12,000× g で 5分間遠心
し, 上 清と 沈撞 と に 分離 した . 沈漆に 対 し, 70% エ タ ノ ー ル で
洗浄 し , 1 2,00 0× g で 5分間遠心 し, 上清 を除去 した 後に 乾煉
し, 元 の 量の P B Sを加えた . こ れ を C Eの 核酸抽出成分と し
た . こ の 細胞増殖抑制活性を , P O S-1細胞 を用 い て コ ロ ニ ー 形
成 ア ッ セ イ 法に 従い 測定 した .
6 . C Eの 熱安定性試験
0.2m g蛋白/ml 濃度の C E を, 56 ℃に て 1 , 2 , 5 , 1 0,
30, 60分間 , お よ ぞ1 00 ℃に て 1 , 2 , 1 0分間加熱 した . 加熱
後 , そ れ ぞれ の C Eに つ い て , そ の 細 胞増殖抑制活性 を ,
P O S-1細胞 を用い て コ ロ ニ ー 形成 ア ッ セ イ法 に 従 い 測定 した .
7 . C Eの ト リ プ シ ソ 処理
0. 2m g蛋 白/ml 濃度 の C E を , 1/2容量 の ト リ プ シ ン 液
(10mg/ml)(try psin ty peⅢ) (Sigm a) を混合 し , 37 ℃に て60分間
イ ン キ エ ペ - シ ョ ソ を 行 っ た 後, 1/2容量の ト リ プ シ ン イ ン ヒ
ビ タ ー 液 (10m g/mI) (try psin inhibito r fro m Soybe a n)
(Sigm a) を加 え ト リ プ シ ン 活性を 阻止 した . こ の ト リ プ シ ン 処
1 0 2 0 } ○ ●00 1 0 2 0 3 0 ■0 5 0 6 00 1 0 2 0 3 0 ●0 0
Days afte rus ubc uta n e o u $in o c u
Iatio n of tu m o r c e‖
Fig. 1. Effe ct of S. epider midis pr epar atio n s o nthe tu m orgr o wth in mic einje cted with S-180(A), P O S-1(B), OrO S T(C)c ells■
○, C O ntr Ol; ●, Cr ude c e11w a11(C C W); △ , partially pu rified c ellw a11(P C W); ▲ , Cellextract(CE).-A. 0.1ml v olu m e of tu m or
c ellsuspension (S-180, 5×10
6
c e11s;P O S-1, 1×1 0
5
c ells; O S T, 1×1 0
7
c ells) w a sin o c ulated subc uta n e o u slyinto the ba ck of the
mice. Inje ctio n into m ous e pe rito n e u m of a O.2ml v olu m e of S. spide r midis prepar atio n (C C Wa nd P C W, 0.2mg ;C E,
2m g
- prOtein) w a.s bega n2 days afte rthe tu m or c ell ino c ulatio n a nd r epe ated d ai1y du ring l w e ek. Fo u rto eight mic e w er
u sed for e a che e xperim e nt.
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理後の C Eの 細胞増殖抑制活性 を , P O S-1細胞 を用 い て コ ロ
ニ ー 形成 ア ッ セ イ法 に 従 い 測定 した .
8 . C Eの 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る解析
高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー F PL C(fa st pr otein liquid
chr o m atogr aphy) (P har m a cia, Up ps ala, Sw ede n) を 用 い , C E
を解析 した . カ ラ ム は ス ー パ ー ロ ー ス 6ー(s uper os e-6)(Phar m a-
cia)を 使用 した . 各画分に つ い て 上 そ の 細胞増殖抑制活性 を ,
P OS-1 細胞を 用 い て コ ロ ニ ー 形成 ア ツ セ イ 法 に 従い 測定 した .
9 . 蛋白定量 の 測定
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Lowry 法1 8) に 従 っ て蛋白濃度を測定 した .
10. 統計学的検討
二 群の 平均値の 差 の 検定 に は , Stude nt の t 検定 を 用 い ,
p< 0.05 を有意と した .
成 績
1 . マ ウ ス固形腫瘍にお ける境涯瘍活性
1 . 腫瘍重畳に よ る判定
S-1 80細胞移植実験 では , 対照群 と処置群間の 腫瘍重量 の 差
Tablel. Antitu m or a ctivity of S. epide r nidis pr epar atio n sforthe s u rvival
Oftu m or e-be aring mic ein oc ulated with thr e ediffer enttu m or c ells
Tu m or c ell Preparatio n M e a n su rvival days
e)
in o c ulatedA) inje ctedb) (m e a n土S D)
T/C(%)d)
S-180 C C W
P C W
C E
SaIin e(c o ntr ol)
P O S-1 C C W
P C W
C E
Salin e(c o ntr ol)
O S T C C W
P C W
C E


























































a) S-1 80. Sar c o m a180; P O S-1, m O u Se O Ste Oge nic s arc o m aP O S-1; O S T,
hu m a n o ste oge nic s ar c o m aT ka se.
b) C C W, C rude c ell w all; P C W, partia.11y purified cell w all; C E, C ell
e xtr a ct.
C) Evalu ation w a sperform ed o n 60, 60a nd l OO days afterin o c ulatio n of
S-180, P O S-l orO S Tc ellsinto mic e, re SPe Ctiv ely.
d)(M e a n s ur viv al days of tr e ated gr o up/ m e a n s urviv al days of c ontrol
gro up)×1 00
*
p< 0.05, by Stude nt
'
s t-teSt
0 1 2 3
tncubatlon porI od (d8y$)
Fig.2. Effe ct of C Eo nthe gr o wth of S-1 80c e11s. Con c e
-
ntr ation s of CE
･
(m g-prOtein/ml): ○, 0(c o ntr ol); ●, 0.08;
































0 1 2 3
ln¢ub a tl on porIod (d ays)
Fig. 3. Effect of C Eo nthe gr o wth of S,180c ellsin r elatio n
to the viability of c ells. Relativ e n u mber of viable cels
(%)=(Nu mber of viable c ells/n u mber of total c ells)×1 00.
Con ce ntrations of C E(mg-pr Otein/ml): ○, 0 (c ontr ol);
●,0.08; △ ,1.4; ▲ , 2.7; □, 5.4.
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異は , 12 日 冒 ま では認め られ な か っ た が , その 後 ∴ 経日 的に そ
の 差異は大きく な っ た (図1-A). 30 日 日の 観 察 で は 対照群 ,
C C W, P C W, C E投与群 の 腫瘍重畳 の 平均値 はそ れ ぞれ 2. 7,
1. 4, 2 .7 , 1 .5g で あ り , 対象 群 と の 腫 瘍重量比 ほ C C W,
PCW, C E投与群各 々 51.9, 100. , 55.6% で あり , C C W, C E
投与群に強 い 増殖抑制効果が認め られ た .
P O S-1細胞 に お い ても S-180細胞移植実験 と同様 , 対照群 と
処置群間の 腫瘍重量の 差異ほ , 12 日目 ま で は 認め られな か っ た
が , そ の 後 , 経 日的 に そ の 差異は 拡大 した(図トB). 36 日目 の 観
察 で は対照群 , CCW , P C W, C E投与群の 腫瘍重量 の 平均値 は
そ れ ぞれ 8.1, 5.7, 5.4, 3.9g で あり , 対象群と の 腫瘍重量比
は C C W, P C W. C E投与群各 々 70.4, 66.7, 48.1% で あ り ,
C E投与群に強 い 腫瘍 の 増殖抑制効果が認め られ た .
O ST 細胞に お い て ほ ▲ 60 日目 の 観察に お い て も . 対象 群 ,
C C W, P C W, C E投与群の 腫瘍重量 の 平均値はそ れ ぞれ 3. 2,
2. 9, 2 .7 , 2 .8g で あ り , 対象 群 と の 腫 瘍重量比 は C C W,
P C W, C E投与群各 々 90.6, 84.4, 87.5%で あり , い ずれ の 処
群に お い て も 明確な増殖抑制効果は認め られ な か っ た (図1-C).
2 . 生存 日数 に よ る判定
S-180細胞移植実験に お い て は t 対照群で マ ウ ス の 腫瘍死 は
23日目か ら出現 し, 35日 目 まで に 被験8匹全て が腫瘍死 した .
C C W投与群で は 8 匹中, 各々 1匹 が30, 36, 37, 42, 51日 目
に
, 3 匹 が60 日 目に 死亡 した . T/C は151.6%を 示 し 仁 延 命効
果が認め られた (衰1). P C W, C E投与群で は , マ ウ ス の 腫瘍死
は各々 20, 19日 日か ら出現 し, 各 々 33, 44 日 目まで に 全て の マ
ウ ス ほ腫瘍死 した . P C W, C E投与群の T/C はそ れ ぞれ84.5,
103.5タ` で あり , 延命効果は認め られ なか っ た .
P O S-1 細胞移植実験匿 お い て ほ ∴紆照群 で マ ウ ス の 腫瘍死 は
18日 目か ら 出現 し , 47 日目で 全 て の マ ウ ス ほ 腫瘍 死 し た .
C C W, P C W投与群 で は マ ウ ス の 腫瘍死ほ各 々 42, 40 日目か ら
始 ま り, 各 々 58 日 , 67 日目ま で に 全 て の マ ウ ス は 腫瘍死 し
た . T/C ほそ れぞれ1 30.3, 137.6%を示 し , 延命効果が認め ら
れた . C E投与群 で は腫瘍死は23 日 目か ら始 ま り , 53 日冒に 全
てが 腫瘍死 した . T/C は1 1.8% で あり , 延命効果が認め られ
な か っ た .






























73 日 目か ら出現 し, 1 04 日目 で 全て の マ ウ ス は腫 瘍死 した .
C CW, P C W, C E投与群 で は マ ウ ス の 腫瘍死 は そ れ ぞれ69, 64,
80 日目か ら始 ま り , 各 々 146, 88, 136 日 目 で全て の マ ウ ス は腫
瘍死 した . C C W, P C W. C E投与群の T/C は そ れ ぞれ114.3,
91.1, 111. % を示 し, 延命効果は認め られな か っ た .
3 . 病理 組織学的所見
S-180 細胞 を移植後 C E を投与 した群 と投与 しな い 群と の腫
瘍組織 を病 理組織学的 に 観察 した が , 覿織学的に は 明 らかな差
異を認めず , また 腫瘍周辺組織に ほ リ ン パ 球 の 明らか に 浸潤を
認め なか っ た . こ れ ら の 事か ら , C Eの 抗腫瘍効果は宿主 の 免
疫系を介す るも の で は なく , む しろ腫瘍細胞 へ の 直接作用に よ
るもの で ある こ とが 強く示唆 され た .
以上 の 結果 , C Eほ延命効果は弱か っ た もの の ト 腫瘍 の 増殖
抑制効果が強く ▲ か つ 腫瘍細胞に 対 し直接作用を有する事が考
えられた の で , 以下 C E につ い て 更に 検討を 進め た .
Ⅱ . 培養細胞 におけ る増殖抑制活性
浮遊細胞系 で ある S-180細胞に つ い て は , 細胞数の 測定｣固
形腫瘍系 である P O STl. O S T細胞 に つ い て は コ ロ ニ ー 形成 ア ッ
セ イ法 に よ り検討 した .
1 . 細 胞数 の 測定 に よ る S-180細胞 に 対す る C Eの 増殖抑制
効果の 検討
1) 総細胞数の 変動
0.08m g蛋白/mlの 添加 で 既に 細胞増殖の 抑制が み られ , C E
濃度の 増加 と共 に 細胞増殖の 抑制 が増強 され た (図2). C E濃
度が 2.7m g蛋白/ml以上 の 時, 3 日間 の 観察中細胞数の 増加を
認め なか っ た .
2) 生細胞数の 変動
添加 C E濃度の 増加と共に 生細胞数 の 総細胞数 に 対す る比
(相対生細胞数) は著 しく減少 した (図3 ). 総細胞数の 増加を ほ
ぼ完全 に 抑制す る2.7m g蛋 白/ml の 時 , 相対生細胞数ほ培養1
日 目 で57.1% , 3 日 目で30.8% の 値 を示 した . 更 に そ の 倍量
(5.4m g蛋白/ml) の 時 , 相対生細胞数 は培養1 日 目で ほ 2. 7mg
蛋白/mlの 場 合と は ば 等 しい 値(50.2%)を示 した が , 培養 3 日
目で は3.7% とな っ た .
2 . コ ロ ニ ー 形成 ア ッ セ イ 法 に よ る C Eの 細 胞増殖抑制活性
の 検討
0 1 2 ユ ● さ 0 0 1 2 } 4 さ ○
Jn c LJbatio npe riod with C E(day$)
Fig･ 4･ Effe ct of C Eo nthe gr o wth of P O S-1(A)a nd O S T(B)celIs. Co n c e ntr atio n s of C E(m g-pr Otein/ml): ○, 0.03; ●, 0.05;
△ , 0.1; ▲, 0.2.
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P OSpl 細胞 に お い て は C E濃度が 0.05, 0.1mg蛋白/mlで は
C E を加え た培養時間が 3 日以上 の 時 , 0.2m g蛋白/ml で は 2
日で , C E添加培養時 の コ ロ ニ ー 数 の C E末添加培養時の コ ロ
ニ ー 数の 割合(相対コ ロ ニ
ー 数)は 有意に 減少 した (図4-A)･ ま
た0.1, 0.2mg蛋白/ml 存在下 に お け る 3日 間培養時 の 相対 コ
ロ ニ ー 数ほ20% 以下に減少 した .
O S T細胞 で は C E濃度 0.2m g蛋白/ml存在下 に お い て も相
対 コ ロ ニ ー 数 の 減少は 認め られ な か っ た (囲4-B)･
Ⅲ . 培養細胞 へ の D N A合成に関す る CE の 効果
コ ロ ニ
ー 形成 ア ッ セ イ 法に お い て C Eに 対 し最も高い 感受性
を示した PO S-1 細胞を用い て C Eの D N A合成 へ の 影響を 検
討した .
1 . 培養時間 と 3H- チ ミ ジ ン の 取り 込み
C E濃度は コ ロ ニ ー 形成 ア ッ セ イ 法に お い て ほ ぼ完全 に 細胞
増殖を抑制する濃度 で ある0.2mg蛋 白/ml と した ( 図5). 対照
群で は培養直後 の 相対
3H-チ ミ ジ ン 取 り込み 畳は0.57 であ っ た .
C E添加群で ほ添加直後 の 相対
3H サ ミ ジ ン 取 り込み 量は0.59で
あり, 対照群と ほ ぼ等 しい
3汁 チ ミ ジ ン の 取 り込 み が 認 め られ
た . 対照群の 相対3H-チ ミ ジ ン 取 り込み 量ほ 培養 6時間後に は
1.0 を示 し, そ の 後培養時間と共に急速 に 上 昇 し, 培養 1 日 目
に は12.4 士2.0 に達 した . 相対
3HづL ミ ジ ン 取 り込み 量は そ の 後
緩や か に 上 昇 し培養 3日 目に は17,6 土2.8に 達 した . C E添加群
に お け る相対 3H-チ ミ ジ ン 取 り込み 量 ほ培養 6時間後 に ほ0. 46
と低下 し, 以後0.7～ 1.5の 低値を 示 した .
2 . C E濃度 と
3
H-チ ミ ジ ン 取 り込 み
3
H-チ ミ ジ ン 取 り込み の 測定は , 上 述の 結果に 基づ き C E添加
後1 日 目 と した. C E濃度の 増加 と共 に
3ti-チ ミ ン ン 取 り込み は
急速に 減少 した (図6). コ ロ ニ ー 形成 ア ッ セ イ法 の 実験に お い
て C E濃度が 0.05mg蛋白/ml 場合 , 約8 0%の コ ロ ニ ー 形成能
を有 して い た が , 同 濃度で の 相対
3
H-チ ミ ジ ン 取 り込み 量ほ3.2
と対照群(16.8)に 比 し約19.0% と
3H サ ミ ジ ン の 取 り込み 低下
を認め た .
Ⅳ . C E の細胞増殖抑制物質の性1犬
C Eに 対 し高い 感受性 を示 す P O S-1 細胞 を用 い , 各種処理 後
の C Eの 細胞増殖抑制活性を コ ロ ニ ー 形成 ア ッ セ イ法 (処理時
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質の 性状 を解析 した .
1 . C Eの 核酸抽出成分 の 検討
C Eの 核酸抽出成分に おけ る相対 コ ロ ニ ー 数 ほ 約1､00% で あ
り , 細胞増殖抑制活性は認め られ なか っ た .
2 . 熱安定性試験
0.2m g蛋白/ml 濃度 の C E を, 56 ℃に て 1 . 2 , 5 , 1 0,
30, 60分間 , お よび100 ℃に て 1 , 2 , 10分間加熱後 , 残存細胞
増殖抑制活性を測定 した . こ の 際 , 非処 理 の 場合 の 相対 コ ロ
ニ ー 数ほ 0% であ っ た .
56℃加熱群 でほ , 1分間勉理 した場合の 相対 コ ロ ニ ー 数 ほ非
処理 の 場合と ほぼ同値 の0.3%で あ っ た が , 2 分間の 加熱で は
急速 に コ ロ ニ ー 数は増加 し, 相対 コ ロ ニ ー 数 は29. 6%を 示 し
た . そ の 後相対 コ ロ ニ ー 数は 加熱時間 と共に緩や か に 増加 し,
60分 の 加熱で ほ39.9%を示 した .
100 ℃加熱群 で は 1 1分間加熱 で は相対 コ ロ ニ ー 数 は16. 0%
で あ っ た が , 2分間以上 の 加熱で は l コ ロ ニ ー 数 は増加 し相対
コ ロ ニ ー 数は90% 以上 を示 した . 即 ち1 00 ℃の 加熱 に よ り C E
の 細胞増殖抑制活性は ほ ぼ完全に失活 した .
3 . ト リ プシ ソ 処理
トリ プ シ ン 非処理 C Eに おける相対 コ ロ ニ ー 数は 0% , トリ
プ シ ソ 処理 C Eに おける相対 コ ロ ニ ー 数 は約80% で あ り , C E
細胞増殖抑制活性 ほ失われ た .
4 . 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ る C Eの 解析
C Eの 細胞増殖抑制物質の 性状を ス ー パ ー ロ ー ス ー6カ ラ ム を
用い た 高速液体 ク ロ マ ト グラ フ ィ ー で検討 した と こ ろ , 分子量
20,000～ 300, 00の 分画中に細胞増殖抑制物質の 存在を認め た .
考 察
細菌由来 の 抗腫瘍作用の 研究は , 18 68年 に Bu s ch
l)
が丹毒 を
合併 した 肉腫患者に 症状 の 改善を み た 報告 に 始 ま り , そ の 後
Coleァ
1 れ が溶連菌と霊菌の 混合死菌 ワ ク チ ン を 用 い て 肉腫患者
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ぶ. 坤fdgr7乃idf∫ は , 常在菌と して皮膚に 存在す る通性嫌気性
菌で あり , 本来弱毒 で殆ど病原性 ほ 弱い な が らも , 各 種感染
症 , 近年 で は院内感染 の 主要な起因菌の 一 つ とな っ て きた . 整
形外科領域 に お い て も感染症 の起因菌と して 最も多く遭遇す る
細菌と な りつ つ ある2g) .
ブ ドウ 球菌 の 抗腫瘍活性 に つ い て は , 黄色 ブ ドウ 球菌(ぶね-
j兢ッgo c occ 祝∫ α〟rg 以∫】 ぶ. α眈r ♂れ∫) の 細胞壁蛋白質であ る プ ロ テ
ィ ソ A を挙げる事 が で きる3
0)
. ぶ. d 祝n れりの 細菌分画に は , 正 常
ヒ ト ガ ン マ グ ロ ブ リ ン や モ ル モ ッ ト正 常血清 と ゲ ル 内沈降反応
を 呈す る蛋白質の 存在が知 られて い た が , Je ns en
31) は , ヒ ト正
常 血清に よ る 且 α祝r e祝∫の 凝集 は こ の 蛋 白質 に よ る も の と し
た , そ の 後, L 6fkvist32)が , S. a u re u sCo w a nl 株か ら分離 した
純化標品を用 い て , Je n se nら の 所見を ゲ ル 内沈降反応及 び感
作赤血球(タ ン エ ソ 酸処理) 凝集反応で確か め , 次 い で Gr o v
ら3
3) が こ の 田子 を プ ロ テ ィ ソ A と命名 した . プ ロ テ イ ン A は1
IgG の Fc 部分 と非特異的に 結合す る作用があ り∴ 細胞免疫を
抑制する循環血祭因子 の ひ と つ で ある循環免疫複合体にも強固
に結合す る特性 がある . こ の 特性を 利用 し, プ ロ テ ィ ソ A を吸
着剤 と して 使用 した 血祭交換療法 を癌患者 に 第 一 相 試験 を 行
い , 痛の 縮小を 認め て い る84).
Ohshin a ら7) は , 且 `画適 用 血払 の 細 胞表 面物 質 (c ell
s u rfa c e s ubsta n c e, C S S)の 免疫刺激作用に つ い て , 多核 白血球
ほ CS S との イ ン キ ユ べ - シ ョ ソ で 非常 に刺激 され た . ヌ ー ド
マ ウ ス へ の 腹腔内投与 で脾鷹 ･ 血 中 IgG の 高値 を 示 した .
CS Sを投与 した マ ウ ス で は サ ル コ ー マ し1 細 胞の 肺 の 腫瘍 コ
ロ ニ ー 数 ほ減少 した , と述 べ て い る . そ の 作用機序 と して , 免
疫系を 介 した 生物応答修飾作用が考え られ て い る .
著者は , 且 坤idβr〝lfdf∫ 感染症を併発 した後, 転移病巣が消
失 し長期生存 して い る Ewing 肉腫の 1例 を 経験 し た
8) こ と か
ら , 5. g如血 r〝lfdf∫ の 抗腰湯効果を 究明す る た め , 本研 究を
行 っ た .
まず , マ ウ ス 固形腫瘍砿 つ い て , 腫瘍重量比 , T/C を求め ,
そ の 抗腫瘍活性を検討 した . S-180細胞に お い て は , 移植3 0日
目に お ける腫瘍重量比ほ C C W, P C W, C E投与群各 々 51.9% ,
1 00. % , 55.6%で あ り, CCW , C E投与群に明 らか な腫瘍抑制
効果を認めた . T/C ほ C CW 投与群 に お い て1 51.6%を 示 し延
命効果が認め られ た . P O S-1細胞 に お い て は , 移植36 日 目に お
け る腫瘍重量比 は C E群 に お い て 48.1% と明 らか な 抗腫瘍効果
が認め られ た . T/C は C C W, P C W投与群各 々 130.3, 137. 6%
を 示 し延命効果 が認め られ た . O S T細胞 に 対す る各種菌対成
分 の 抗腫瘍活性 は ▲ 他の 2細胞殊に 較べ 弱か っ た が , こ の 点 に
つ い て は 腫瘍自体の 薬剤感受性の 問題, また 使用 した マ ウ ス 自
体 の 宿主 と して の 問題が考 え られ る .
次 に S-1 80細胞 を移植後 C Eを 投与 した群 と投与 しな い 群 と
の 腫瘍組織を病理組織学的に観察 した が ∴ 組織学的 に ほ 明らか
な差異を認めず , また 腫瘍周辺組織 に は リ ン パ 球 の 明らか な 浸
潤を認 めなか っ た . 以上 の 尊か ら , CE の 抗腫瘍効果は宿主 の
免疫系を介す るも の で は な く1 む し ろ腫瘍細胞 へ の 直接作用 に
よる もの で ある ことが 強く示唆 された . そ れ故, C Eの 培 養細
胞に対す る増殖抑制活性を各種細胞株 に つ い て検 討 した .
ま ず , C E の 細胞増殖 に及ぼす影響 を 浮遊細胞系 で あ る
S-180細胞 に つ い て トリ バ ン プ ル ー 色素排除鰭テ ス トに よ り ,
生細胞数を測定す る こ と に よ り検討 した . C Eの 濃度を 各種設
定 し, そ れ ぞれ に つ い て , 3 日間総細胞数 お よ び生細胞数を測
定 した . P B Sを 添加 した 対照群は , 3 日間, 総細胞数 およ び生
細胞数 に 差異ほ なく増殖 した . C E添加群に お い て ほ C E濃度
の 増加 と共 に , 細胞 の 増殖ほ 低下 し , C E濃度 が 2.7m g蛋白/
ml 以上 で は 上 総細胞数は培養開始時の 数 と ほ ぼ 同 じで あり ,
C E は細胞増殖抑制活性を有する事が認 め られ た . さ ら に , 生
細胞数は CE 濃度 の 増加 と共 に減少 し , 5.4m g蛋白/ml に添加
した 時, 生細胞数ほ3.7捌 こ ま で 減少 した . 即ち , C E は殺細胞
活性を有 し∴ 結果と して 細胞増殖抑制 が起 こ る事 が 示 唆 され
た .
P O S-1 お よ び O S T細胞 の 細胞増殖抑制 に 及ぼす C Eの 影響
を コ ロ ニ ー 形成 ア ヅ セ イ 法を 用い て 検討 した . 増殖抑制効果ほ
P OS-1細胞 で は 濃度依存性 で あ り, C E濃度0. 2m g蛋白/mlで
2 日間以上 の 培養時間 で 有意 で あ り, 濃度依存性遅効性殺細胞
作用を有す る事が こ の 事か らも示 唆さ れ た . O S T細胞 で は ,
C E濃度 0.2m g蛋白/ml でも抑制効果を認め な か っ た が , この
点 に つ い て は 腫瘍自体 の 薬剤感受性の 問題 が考 え られ る .
C Eの 培 養細胞 に 対す る殺細胞作用 ･ 増 殖 抑制作用 を ,
D N A合成の 観点か ら検討 した
35)36)
. p O S-1 細胞 に お い て , 14C,
3廿 チ ミ ジ ン で 二 重標識 し , 細胞 当た り の彗十チ ミ ジ ン 取 り込 み
量を検討 した が , 培養液に C Eを 0.2mg蛋白/mlの 濃度で 添加
し,
ユH-チ ミ ジ ン 取 り込み を 測定 した結果 王 添加直後 の 相対 3牲
チ ミ ジ ン 取 り 込み 量は対照群 と ほ ぼ 等 しか っ た . しか しな が
ら , 対照群 で は 培養数時間後か ら培養時間 と共 に 相対 3H- チ ミ
ジ ン 取 り込 み 量 は 上 昇 した が , C E添加群 で は 全 く上 昇 しな
か っ た . 即 ち , C E ほ細胞の D N A合成を阻害す る こ と が 明らか
に な っ た . ま た , C E濃度 と3廿 チ ミ ジ ン の 取 り込み 抑制 の 関係
を対数増殖期であ る培養1 日 目 の 細胞 に つ い て 観察 した とき ,
細胞 の 増殖 に 対 し顕著な影響を与えな い C E濃度(0.05mg蛋白
/ml)に お い て も相対 3H-チ ミ ジ ン 取 り込み 量 の 減少 が み られ
た . 以上 の 事か ら , C Eの 培養細胞に対す る殺細胞作用 ･ 増殖
抑制作用 には D N A合成阻害が密接に 関与 して い る事が 明らか
に な っ た .
C E中の 細胞増殖抑制物質 の 性状に つ い て 検討 し た . C E を
56 ℃, 100 ℃で 加熱処 理 を行 っ た 結果 , 細胞 増殖抑制効果 は減
少 し, 特 に1 0 0 ℃加熱 で細胞増殖抑制効果は 全 く失 わ れ て し
ま っ た . ま た , C Eを ト リ プ シ ン 処理 した場合 で も細胞増殖抑
制効果は 全 く 失わ れ て しま っ た . 更 に 核酸抽出成分の 中に は細
胞増殖抑制物質は見い だ せ な か っ た . 以上 の 事か ら , C E ほ蛋
白成分であ る事が 示 唆 され た . そ こ で , C E中の 細胞増殖抑制
物質を高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 解析 した 結果 , 本物質は
分子量20,000～ 300, 00 である事 が推察 された .
こ れ まで ぶ. 坤fder mi 血 の 抗腫瘍効果は免疫系を介 した生物
応答修飾作用 に よ るも の と 考え られ て い た が , 著者の 実験か ら
C E ほ濃度依存性 に 直接的抗腫瘍効果 を有す るも の と 考え られ
た .
Higu chiら
37) は , Str. pyoge n es の 無細胞抽出免疫 か ら得た 蛋
白(連鎖球菌性細胞毒性蛋白)(str epto c o c c alcytoto xic pr otein,
S C P) に穀細胞 ･ 抗腫瘍効果を認め た . そ の 効果 ほ牛胎児血清
の 存在下 で作用 し , カ タ ラ ー ゼ に よ り抑制 さ れ る 事 か ら ,
S C P は水素過酸化物を産生 し,一抗腫瘍効果を作 るも の と述 べ
て い る
1 今後 , CE 中の 細胞増殖抑制物質 の精製を行い , そ の
本腰を 明らか にす る必要が ある と考 え る .
Ewing 肉腫患者が ぶ. ゆidβr7れf ゐ 感染症を併発 した 後 に 治
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癒した
8)事に つ い て ほ , 従来か ら知 ら れ て い る細胞壁成分 の 抗
腫瘍活性に 加え , 著者が 本研究で明らか に した 如く l 菌体内容
物(C E)もま た抗腫瘍活性を有す る事 が , 大きな 役割を演 じて
い るもの と 思われ る .
結 論
原発巣手術部に ぶ･ 坤fdgr〝lょぉ 感 染症 を併発 した 乳 転移病
巣が消失 し長期生存 して い る Ewing 肉腫患者か ら採取 した ぶ･
碑fdβrm 払 の 菌体を 破砕 し, 粗細胞壁成分(C C W)お よび 菌体
内容物(C E) に 分画 し , 前者に 対 して は 更に 核酸分解酵素処理
した部分精製細胞壁成分(P C W) を作製 した . これ ら菌体成分
の担癌動物 に 対する作用お よび 培養細胞に 対する細胞増殖抑制
作用を検討 し, 以下の 結果を得た ･
1 . S-1 80, P O S-1, O S T細胞 を皮下接種 した 担癌 マ ウ ス へ ,
菌体成分 を腹腔内投与 し , 増 殖 抑制効果 を 調 べ た ･ C C W,
PC W, C E投与群の 対照群と の 腫瘍重量比ほ ▲ S-1 80細胞(移植
30日 目) で は各 々 51.9, 100. , 55.6% , P O S-1細胞(移植36 日
目) で は そ れぞれ70.4, 66. 7, 48.1% , O S T細胞(移植60 日
目) で ほ そ れ ぞれ90.6, 錮 .4, 87.5% で あ っ た .
2 . S-180細胞 の 担癌 マ ウ ス の 腫瘍部分を病理魁織学的 に検
討した 結果, 対照群と C E投与群に 差異ほ認め られ ず , リ ン パ
球の 浸潤は 見られ なか っ た .
3 . S-1 80, P O S-1, O S T細胞株 を C E存在下 で 培養 した と こ
ろ , S-1 80, P O S-1 細胞 に おい て 細胞増殖抑制が認め られ た . ま
た , そ の 抑制効果は C Eの 濃度依存性遅効性 に作用 した .
4 . P O S-1 細胞株 に つ い て , 3H サ ミ ジ ン の 取 り込 み を 測定
した結果 , C E添加 6時間後 よ り
3H- チ ミ ジ ン の 取 り込み の 抑制
が認め られ , そ の 効果ほ C Eの 濃度 に 依存 した .
5 . C E中の 細胞増殖抑制物質 ほ , 核酸抽出成分に は な く ,
100 ℃の 加熱 およ び ト リ プ シ ン 処理 で 消失 した . ま た , 高速 液
体ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で の 性状分析 に よ り , 分 子 量20,0 00～
300, 00の 分国中に 細胞増殖抑制物質の 存在を認め た .
6 . 以上 の 結果ほ , ぶ. ゆ 抜 椚 前 払 の C E中に ほ直接的抗腫
瘍活性を有す る蛋白性物質が存在す る事を 示 唆 して い る .
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Studies o nAnti･tu m O rActivity of S叫 わloco cc usqp肋 n nidis Tbshin oriTsuchida, Department of Orthopedic
Stqgery,Scho olof Medicine, Ka n a l a W aUniversity, K an a Z aW 920
-
J･Juze nMed S∝ ･ ,10l,176- 185(1992)
Key w ords an ti- u m Or a Ctiv lty,Sarcoma c ells,Stq phylo co ccus申idermidis
A bstr act
lme author e xpen enC edapatientwithEwing
.
s s ar C O m ain who mthetum OrdisappearedafterinftctionbyStqphylococcus
q)ider midis(S･ qPidermidis)･ Therefore, theS･ q)idermidis strainisolated 丘
■
O mthepadentw as e xamin edfbr andtum Or aCtiv-
ityontu m or-be aring mic e and fbrgro wth-inl1ibitory activityOn C ulturedtu m or cells･ Thre etum Or Cellin es w ere usedin the
e xperim ents:Sar C Om a180(S-180), m OuSe OSte Ogenic s arCOmaPOS-1(PO S-1)andoste ogenic sarco m aThkase(O ST)c ells･
Staphyl∝ O CCalcells w eredis ruptedby Br a un
t
S Cell hom ogenizer, and divided intocrude ce1 w all(C CW) and ce11extract
(CE)byc entrifugatio n･ C CW w as treatd with D Nase and R Nase toprepar eparti al lypurifiedc e11w all(pCW). Whe n anti-
tu m or activity w as e valu ated bythe ratio ofm e antum Or W eightof the miceinjected wi thprepar ationsto thatof the c o ntrol
mice(tum or w eightrati0), C CW and CE sho w ed distinct anti-t um O r a Cdvity onS-180cells, While only CE sho w eda c o mpa-
r able degree of and-tu m O r a Ctivity onPO S-1c ells. No e触 cts w ere observ edonO ST cells. Histologically,1n V a Sion of lym-
ph∝ yteS W aS n Otdetected in the tu m or reg10nS Of the CE
-injected micein the s am e W ay aSin those ofthe un treated mice･
Thegr o wth-inhibitory activity ofC Eo ndleS-180c ells w as ex amin ed by c o undngthe nu mbers oftotaland viable cellsby
the けypanblu edye exclusio n test onthelst, 2nd and 3rdday of in cubationin the m edium C Ontaining CE. CE sho w eddose
-
depende ntgro wth-inhibitory acdvity onthe cells;n O Cellgro wth w as observ edat a co nce ntradon of 2･7 mg-PrOtein/ml･ T he
n umber ofviable c ellsdecreasedrecIPr OC ally asthe c on ce ntratio n of C E increased;Only3.7 %ofc ells s w vi edafter3 days
Ofincubatio nwi th C Eata c onc entration of 5.4 mg-PrOteinhnl. Colony-fbr ming assay was u sedasthetestfbr the antitum Or
activity of the CE onthe PO S-1 and O STc ells. C Eshow edgro wth-inhibitory activity only onPO S-1c e11s. n e a ctivity w as
dose-dependentas w e11as tim e-dependent. W henthe cells w ereinc血ated for3daysin thepre s enc e ofO･2 mg-Pr Ot ein舟1 of
CE, C Olonyfbrm atio n w asalm ostco mpletelyinhibited. T he
3H -thymidin euptake of PO S-1 c ells decreasedsev eralho urs
afterthe additon of C Etothe c ulture m edium and the efftct of CE addition c ominu edduring the incubationperiodof4 days.
T hese efFbcts w ere als odose-dependen t;the relative
3H - thymid ine uptake at a co nce ntratio n of O.2 mg
-PrOtein血1 ofC Ew as
OnlyO.46 % 6 hours afterin cubatio n. These result see mtoindic atethatinhibition of DNA synthesis mightplay animpoト
tantrOlein the anti-t um O r a Ctivity of CE. Neither n ucleic acid e 畑 actn orCE b
･e ated withheating atlOO℃ or trypsin
Show edgro wth-inhibitory activity.
r
rhe an alysis of CEbys uperose-6c olu mn chromatographyre vealed thegrow th
-inhibito-
ry substan C ewi thm olecular w eight20,0(氾to 3 00,0 00. m ese resultsindic atethatCE of S. 甲idermidis might c ontainpro-
tein m oietywith directanti-tum Or aChvlty.
